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RESUMO 
 
A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é o tipo mais comum de miopatia 
caracterizado pela perda da deambulação aproximadamente aos 10 anos de idade, levando a 
óbito por volta da segunda década de vida devido à insuficiência cardiorespiratória. A 
degeneração muscular e a fibrose estão associadas com a inflamação nos músculos distróficos 
em pacientes DMD e no camundongo mdx, modelo experimental para a DMD. Sendo assim, a 
identificação de fármacos que possam amenizar a severidade e retardar a progressão da doença 
é necessária. Neste trabalho foi examinado o efeito da doxiciclina (DOX), um membro da 
família das tetraciclinas, na mionecrose e na fibrose intersticial nos músculos esquelético e 
cardíaco, além da função muscular de camundongos mdx jovens e idosos. No grupo mdx 
jovem, o tratamento com a DOX (Sandoz) foi administrado na água de beber 6mg/ml, para a 
mãe e seus recém-nascidos. Iniciou-se o tratamento no dia do nascimento e a mãe foi mantida 
na gaiola com os filhotes durante os 36 dias de tratamento (n=9). O grupo mdx controle 
recebeu apenas água (n=9). No grupo mdx idoso, o tratamento com a DOX (Sandoz) foi 
administrado na água de beber 6mg/ml, para os camundongos durante 9 meses. Este 
tratamento foi iniciado aos 8 meses e finalizado aos 17 meses de idade (n=8). O grupo mdx 
controle recebeu apenas água, durante o mesmo período (n=8). Através da avaliação 
histopatológica no músculo esquelético (bíceps braquial, diafragma e tibial anterior) e cardíaco 
foram identificadas e quantificadas, fibras em degeneração, fibras com núcleo central e com 
núcleo periférico, área de regeneração, área de inflamação e área de fibrose. Foi realizada 
análise bioquímica, através da determinação dos níveis séricos da Creatina Cinase (CK) no 
plasma sanguíneo e análise funcional da força de tração do membro torácico. Os resultados 
quantitativos foram comparados entre os camundongos mdx-DOX e os mdx controles. Nossos 
resultados mostram que a DOX amenizou o fenótipo distrófico na musculatura esquelética e 
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cardíaca e melhorou a força muscular do membro torácico nos camundongos mdx. A DOX 
protegeu as fibras musculares contra a mionecrose  acompanhada por uma diminuição dos 
níveis de CK e reduziu a área de inflamação. Além disso, a DOX retardou a progressão da 
fibrose miocárdica e a fibrose no músculo esquelético. Dado que a DOX apresenta compostos 
bem tolerados e aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) esta droga surge como 
um potencial agente para o tratamento da DMD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
Palavras-chave: Distrofia muscular de Duchenne, doxiciclina, camundongo mdx. 
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ABSTRACT 
 
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most common myopathy characterized by loss of 
ambulation at about 10 years of age with death by twenties due to respiratory and cardiac 
insufficiency. Muscle degeneration and fibrosis are associated with inflammation in dystophic 
muscles of Duchenne muscular dystrophy and in the mdx mice.  The identification of prompt-
to-use drugs that can reduce the severity and slow down the progression of the disease is 
required. We examined whether doxycycline (DOX), a member of tetracycline family, can 
improve histopathology and muscle function of the mdx mice, an experimental model for 
DMD. For the short term study, DOX was administered to mothers and newborns in drinking 
water at 6mg/ml beginning at 1 days of birth, for 5 weeks (n=9). Control mdx mice received 
water only (n=9). For the long term study, DOX was given in drinking water at 6mg/ml (n=8) 
during 9 months (starting at 8 months age). Control mdx mice received water only (n=8). 
Skeletal (biceps brachii, diaphragm and tibialis anterior) and cardiac muscles were submitted 
to histopathological (degenerating fibers, fibers with central nucleus and nucleus with 
peripheral areas of inflammation and fibrosis area), biochemical (serum creatine kinase – CK) 
and functional studies. Quantitative results were compared between treated and untreated mdx 
mice. We found that DOX significantly minimized dystrophic phenotype in skeletal and 
cardiac muscles and improved forelimb muscle strength. The drug protected muscle fibers 
against myonecrosis and decreased inflammation accompanied by a decrease serum CK. 
Furthermore, DOX slowed down the progression of myocardial fibrosis and skeletal muscle. 
Given that DOX is well tolerated and approved by the Food and Drug Administration this 
drug emerges as a potential agent for DMD therapy. 
 
 
 
Key words: Duchenne muscular dystrophy, doxycycline, mdx mice. 
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1. INTRODUÇÃO _________________________________________________________ 
1.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE 
          A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doença recessiva ligada ao 
cromossomo X cujos primeiros sinais clínicos manifestam-se na infância, afetando os 
músculos esquelético e cardíaco (ENGEL et al., 1994). A doença acomete uma em cada 3500 
crianças do sexo masculino nascidas vivas. Caracteriza-se por fraqueza muscular progressiva 
seguida por perda da deambulação e óbito por comprometimento cardiorrespiratório em torno 
da segunda ou terceira década de vida (ENGEL et al, 1994; PETROF, 1998; BIGGAR et al, 
2002). Esses sinais clínicos são decorrentes pela falta da distrofina, proteína estrutural do 
sarcolema, com peso molecular de 427 kDa, que desempenha papel importante na manutenção 
de sua estabilidade (HOFFMAN et al., 1987; BONILLA et al., 1988; KOENING & 
KUNKEL, 1990). 
             Localizada na face citoplasmática do sarcolema, a distrofina está associada à 
glicoproteínas resultando na formação do complexo distrofina-glicoproteina (CDG), que 
atravessa o sarcolema e estabelece conexão do citoesqueleto intracelular com a matriz 
extracelular da fibra muscular (BROWM & DPHIL, 1997; PETROF, 2002; SPENCER & 
MELLGREN, 2002). Fazem parte deste complexo as distroglicanas, as sarcoglicanas, e outras 
glicoproteínas, como as distrobrevinas, as sintrofinas, o óxido nítrico sintase (nNOS) e o 
sarcospan (Figura 1). A ausência da distrofina altera esta conexão, causando desorganização 
dos componentes do CDG e instabilidade do sarcolema durante os ciclos de contração e 
relaxamento, levando a lesão do sarcolema e degeneração da fibra muscular (GROUNDS et 
al., 2005). Foi sugerido que a falta da distrofina facilitaria a entrada de grandes quantidades de 
íons cálcio (Ca2+) na fibra muscular, levando à mionecrose (MARIOL & SÉGALAT, 2001).  
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Acredita-se que a fragilidade do sarcolema, o estresse mecânico, o maior influxo de cálcio na 
fibra muscular (FRANCO-OBREGON & LANSMAN, 1994; MATSUMURA et al., 2009) e a 
presença de micro-rupturas do sarcolema, estejam relacionados à patogênese da DMD 
(GROUNDS et al., 2005; MARQUES et al., 2008). 
 Adicionalmente, a diminuição da estabilidade na fibra muscular devido à falta da 
distrofina leva à ativação de diversos processos secundários como a degeneração muscular 
com subseqüente invasão por células inflamatórias tais como macrófagos, neutrófilos e 
linfócitos T e posteriormente à fibrose intersticial (MORRISON et. al., 2000; MORRISON et. 
al., 2005).  
                                          
        
 
Figura 1: Organização molecular do complexo distrofina-glicoproteínas no sarcolema. Adaptado de 
PILGRAM et al., Molecular Neurobioly, 41, p.1-21, 2010. 
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No início da distrofinopatia, a mionecrose é compensada pela capacidade de 
regeneração das fibras musculares, decorrentes da ativação de células satélites (ENGEL et al., 
1994). As células satélites localizam-se entre a lâmina basal e o sarcolema, e são responsáveis 
pela regeneração muscular. Ao longo do tempo, a capacidade de regeneração pelas células 
satélites entra em exaustão, e a substituição progressiva do tecido muscular por tecido 
fibroadiposo em pacientes distróficos, é um dos fatores de inabilidade das  células satélites em 
compensar os danos na fibra muscular distrófica (WALLACE & MCNALLY, 2009).  
 
1.2 CAMUNDONGO MDX COMO MODELO DA DMD 
             Camundongos mdx são utilizados como modelo animal da DMD pela ausência na 
expressão da distrofina e necrose das fibras musculares (HOFFMAN et al., 1987; TORRES & 
DUCHEN, 1987). Devido à larga disponibilidade e baixo custo de produção e manutenção, os 
camundongos mdx tem sido o modelo animal preferido para estudos da DMD (TANABE et 
al., 1986; HAMER et al., 2002; SASAOKA et al., 2003). Esta linhagem surgiu a partir de uma 
mutação espontânea identificada na linhagem de camundongos C57BL/10ScSn, denominada  
C57BL/10 mdx: “x chromossome-linked muscular dystrophy”, ocorrendo em animais machos e 
fêmeas, os quais são isogênicos (BULFIELD et al., 1984; ENGEL et al., 1994).  
             Diferente da DMD onde o músculo esquelético perde a capacidade regenerativa, no 
mdx passa por sucessivos ciclos de degeneração/regeneração. Acredita-se que o início do 
processo de mionecrose nesses animais, o qual é notado por volta dos 20 dias após o 
nascimento, seja devido ao aumento da atividade muscular, o que aumentaria a 
susceptibilidade das fibras musculares à lesão (TANABE et al., 1986; CULLEN & JARROS, 
1988). Entre a 5ª e 12ª semana de vida, a degeneração muscular atinge seu ápice e após 16ª 
semana de idade, a incidência de mionecrose é reduzida, estando à maioria das fibras 
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musculares com núcleo central, o qual indica regeneração das miofibras (TANABE et al., 
1986; LEFAUCHEUR et al., 1995). Após os 20 meses de idade a capacidade de regeneração 
muscular decresce, devido ao aumento da fibrose intersticial, diminuição gradual da 
quantidade e capacidade de proliferação das células satélites (LUZ et al, 2002). A evolução e a 
intensidade da miopatia variam de acordo com o músculo estudado. Assim, o músculo 
diafragma é acometido de forma mais severa que os demais músculos esqueléticos 
assemelhando-se ao diafragma humano (PASTORET & SEBILLE, 1995a; GROUNDS et al, 
2005; MARQUES et al, 2008). Esta diferença pode ser causada pelo trabalho contínuo do 
músculo durante atividade respiratória (STEDMAN et al, 1991) e pela diminuição da 
capacidade regenerativa após lesão muscular (MATECKI et al, 2004).                          
 
1.3 CARDIOMIOPATIA NA DMD E NO CAMUNDONGO MDX     
A cardiomiopatia é uma manifestação clínica comum das desordens neuromusculares, 
particularmente das distrofinopatias (HERMANS et al., 2010). Cerca de um terço dos 
pacientes de DMD apresenta alterações cardíacas na primeira década de vida e, em idade mais 
avançada todos desenvolvem cardiomiopatia (FINSTERER & STOLLBERGER, 2008). 
           A sequência de eventos associadas à lesão do músculo esquelético e cardíaco 
provavelmente envolve mecanismos distintos. Por exemplo, o músculo esquelético passa por 
ciclos de degeneração e regeneração, com a capacidade regenerativa diminuída com a idade, 
resultando em fraqueza e perda da função muscular ao longo do tempo. O músculo cardíaco, 
por outro lado, apresenta pouca capacidade regenerativa e, sua progressiva patogênese pode 
ocorrer pela combinação de fibrose e/ou perda de cardiomiócitos (LEFEROVICH et al., 2001; 
POSS et al. 2002; SPURNEY et al., 2008).  
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  Histologicamente o músculo cardíaco caracteriza-se por apresentar acúmulo 
progressivo de fibrose intersticial, substituindo dessa forma os cardiomiócitos, após ocorrência 
degenerativa com subseqüente processo inflamatório (BAXTER, 2006; COX & KUNKEL, 
1997). Desse modo, o coração demonstra progressiva fibrose miocárdica e perda dos 
cardiomiócitos (LEFEROVICH et al., 2001; POSS et al. 2002). A fibrose miocárdica tem um 
importante papel na falência cardíaca em paciente DMD, devido ao comprometimento da 
arquitetura geral do coração e do seu sistema de condução, provocando arritmias e 
cardiomiopatia dilatada, levando o paciente a óbito ao redor dos 20 anos de idade (NIGRO et 
al., 1990; MUNTONI, 2003). A insuficiência cardíaca corresponde a 20% das causas de óbito 
na DMD e é resultado da cardiomiopatia que se desenvolve concomitantemente à degeneração 
dos músculos esqueléticos (NIGRO et al., 1990). Sugere-se que a fibrose do miocárdio 
distrófico seja consequência da resposta inflamatória decorrente da degeneração progressiva 
de cardiomiócitos causada pela falta da distrofina (WEHLING-HENRICKS et al., 2005). 
 A cardiomiopatia no camundongo mdx evolui de forma semelhante à cardiomiopatia  
observada em humanos com DMD. Até 8 meses de idade o coração apresenta-se normal sob o 
ponto de vista funcional. Com a idade é possível detectar fibrose miocárdica; ao redor de 17 
meses o coração apresenta hipertrofia e necrose dos cardiomiócitos, inflamação e extensas 
áreas de fibrose (QUINLAN et al, 2004).  
Enquanto as terapias celulares e genéticas estão em desenvolvimento para corrigir o 
gene codificador da distrofina, a identificação de fármacos que possam retardar o início da 
mionecrose e bloquear o processo inflamatório é de grande importância na DMD (TIDBALL 
& WEHLING-HENRIKS, 2004; GROUNDS & TORRISI, 2004).  
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1.4 DOXICICLINA 
As tetraciclinas (TTCS) são antibióticos de amplo espectro de ação. Duas das mais 
comuns TTCS usadas clinicamente como antibióticos são a Doxiciclina (DOX) e a 
Minociclina, as quais apresentam compostos seguros e bem tolerados. A DOX possui alto 
índice de lipossolubilidade (5 a 10 vezes mais lipossolúvel que outros membros das TTCS), 
alta capacidade de se ligar a proteínas plasmáticas, sendo altamente estável no soro humano 
(FRANKLIN & SNOW, 1975). Os níveis séricos da DOX administrada por via oral atingem 
seu pico 2 horas após sua ingestão, com tempo de meia vida entre 18 e 22 horas 
(THADEPALLI et al., 1978). Devido a sua propriedade lipofílica, a DOX pode ser excretada 
pelo leite materno, além de ser eliminada pela urina e/ou fezes (FABRE et al., 1967). 
De acordo com suas propriedades químicas, o radical dimetilamino (N(CH3)2) ligado 
ao carbono 4 das tetraciclinas, possui capacidade antimicrobiana (Figura 2). Entretanto, o 4-
De-dimetilamino tetraciclina (CMTs), também chamado de tetraciclina quimicamente 
modificado que compreende toda a estrutura química, retém a habilidade para ligar-se a outros 
alvos não bacterianos, como as metaloproteinases da matriz (matrix metalloproteinases, 
MMPs), facilitando seu uso no tratamento de outras doenças (GOLUB et. al., 1987).  
 
                                                 
                                     Figura 2: Estrutura química da doxiciclina (GRIFFIN et al., 2010). 
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Além disso, o CMTs confere a esse grupo de fármaco uma importante função de quelar 
íons metálicos como zinco (Zn2+) e cálcio (Ca2+) (GRIFFIN et al., 2010). Na família das 
TTCS, a DOX apresenta uma relativa superioridade para inibir as MMPs, devido à alta 
afinidade pelo íon Zn2+ (BURNS et. al., 1989). As metaloproteinases são uma família de 
proteases zinco-dependentes, capazes de degradar os componentes da matriz extracelular 
(MEC), e que estão envolvidas em muitas patogêneses incluindo inflamação, remodelamento 
cardíaco e invasão tumoral (NAGASE & WOESSNER, 1999). A inibição de MMP-9 no 
camundongo mdx é benéfica em muitas condições patológicas, como inflamação e fibrose (LI 
et al., 2009). O mecanismo pelo qual a DOX inibe as MMPs não foi completamente elucidado 
(GRIFFIN et al., 2010). Sugere-se, que o efeito antiproteolítico da DOX ocorra através da 
inibição direta das MMPs e pela inibição de sua expressão, impedindo a síntese dessas 
proteases (YU et. al., 1991). Outra propriedade não microbiana da DOX é a habilidade 
antioxidante através da inibição das Espécies Reativas de Oxigênio (EROs), pelos radicais 
hidroxilas situados nos anéis fenólicos de sua estrutura química. A excessiva produção de 
EROs pela célula ocorre sob muitas condições patológicas, como isquemia do miocárdio e no 
processo inflamatório, podendo levar a destruição oxidativa ou à disfunção de muitos 
constituintes celulares (GRIFFIN et al., 2010).  
Outro mecanismo de ação da DOX é a propriedade antiapoptótica, mediada pela 
inibição da cascata apoptótica das caspases, uma família de protease cisteíne e pela 
estabilização mitocondrial (LEE et al., 2009; GIRGENRATH et al., 2009). Adicionalmente, os  
compostos presentes nas TTCS que atuam como antiproteolíticos e na inibição das EROs 
contribuem provavelmente para sua ação antiinflamatória (GRIFFIN et al., 2010). A inibição 
farmacológica da DOX sobre a atividade das MMPs demonstrou atenuar a patogênese em 
modelo animal para distrofia muscular oculofaríngea (DAVIES et al., 2005; DAVIES et al., 
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2006). O uso da DOX tem-se mostrado benéfico também no tratamento de outra miopatia 
(distrofia muscular congênita). Isso ocorre, provavelmente pela redução de células 
inflamatórias, principalmente a linhagem de monócitos e macrófagos, nas fibras musculares 
(GIRGENRATH et. al., 2009). Desse modo, as TTCS têm sido reconhecidas ao longo do 
tempo como um gênero de fármaco com relevantes propriedades pleiotrópicas (GRIFFIN et 
al., 2010). 
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2. OBJETIVOS______________________________________________________________ 
 
Examinar o efeito da Doxiciclina na mionecrose e na fibrose intersticial nos músculos 
esquelético e cardíaco de camundongos mdx jovens e idosos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS_________________________________________________ 
3.1 ANIMAIS 
 Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/10-Dmdmdx/PasUnib de ambos os 
sexos, obtidos a partir do acasalamento de animais mantidos no biotério do Departamento de 
Anatomia, Biologia Celular, Fisiologia e Biofísica do Instituto de Biologia, UNICAMP. As 
matrizes foram provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) 
– UNICAMP. Durante o período experimental, os animais permaneceram em caixas plásticas 
padrão sob condições ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) e com ração e água 
ad libitum. 
. Todos os experimentos foram realizados em acordo com as diretrizes para 
experimentação animal de nossa Instituição, sob o protocolo da Comissão de Ética na 
Experimentação Animal (CEEA-IB-UNICAMP) nº 2007-1. 
 
3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTO COM A DOXICICLINA 
 
Grupo mdx Jovem: Formado por mdx controle (n=9) e mdx-DOX (n=9), os quais 
foram submetidos à eutanásia com 5 semanas de idade. O tratamento com a DOX (Sandoz) foi 
administrado na água de beber 6mg/ml, para a mãe e seus recém-nascidos. Iniciou-se o 
tratamento no dia do nascimento e mãe foi mantida na gaiola com os filhotes durante os 36 
dias de tratamento (DAVIES et al., 2005; GIRGENRATH et al., 2009). O grupo mdx controle  
recebeu apenas água durante o mesmo período.  
Grupo mdx Idoso: Formado por mdx controle (n=8) e mdx-DOX (n=8), os quais 
foram submetidos à eutanásia com 17 meses de idade. O tratamento com a DOX (Sandoz) foi 
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administrado na água de beber 6mg/ml para os camundongos, durante 9 meses. Este 
tratamento foi iniciado aos 8 meses e finalizado aos 17 meses de idade. O grupo mdx controle 
recebeu apenas água durante o mesmo período.  
 Em ambos os grupos, a solução com a DOX foi trocada duas vezes por semana devido 
ao seu curto tempo de meia-vida na água (ERRAMI et al., 2008). 
 
3.3 ANÁLISE FUNCIONAL: Força de tração do membro torácico 
       
 A análise funcional do membro torácico foi avaliada usando Medidor de Esforço 
Horizontal (NEW PRIMER, São Paulo, Brasil). Este instrumento mede a força de tração nos 
camundongos, os quais, instintivamente agarram uma rede de nylon fixada em um anel 
semicircular de metal unido a um transdutor de força no aparelho. É possível avaliar a força de 
tração do membro torácico, por existir uma força de tração oposta determinada pelo avaliador, 
que segura gentilmente a cauda do animal (Figura 3).  
No grupo mdx jovem, foi utilizada a força de tração medida inicialmente no 18° e no 
36° dia de vida, nos mdx controle (n=9) e mdx-DOX (n=9). 
No grupo mdx idoso, a força de tração foi mensurada mensalmente, iniciando-se no 8° 
mês até o 17° mês de vida, nos mdx controle (n=8) e mdx-DOX (n=8). 
 Para cada animal, cinco picos de força foram obtidos e expressos como força absoluta.   
Cada força absoluta foi normalizada com a massa corporal em gramas, e obtida a força 
normalizada, expressa como força em gramas dividida pela massa corporal em gramas - (g/g). 
(KEELING, et al., 2007; TANIGUIT et al., 2010).  
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Figura 3: Balança digital adaptada para medir a força de tração do membro torácico nos 
camundongos. 
 
 
3.4 EUTANÁSIA E PREPARAÇÃO DOS MÚSCULOS 
 
 Após o término do tratamento, os animais foram submetidos a eutanásia via 
intraperitoneal de anestésico composto de cloridrato de cetamina (Francotar®; Virbac) e 
cloridrato de xylazina (Virbaxyl®; Virbac), na proporção 1:1 e dose de 0,1mg/30g de peso 
corporal, e uma amostra de sangue foi coletada por punção cardíaca para determinação da 
creatina cinase. Os músculos bíceps braquial (BB), diafragma (DIA), tibial anterior (TA) e o 
músculo cardíaco (COR), foram dissecados e retirados bilateralmente (exceto o COR) para 
análise histopatológica.  
Para o congelamento, os músculos foram fixados em suportes de madeira com tragacanth 
gum, em seguida foram imersos em n-hexano (Vetec, Rio de Janeiro) por 60 segundos e 
imediatamente transferidos para nitrogênio líquido à -159°C. Os músculos foram então retirados 
do nitrogênio e mantidos à -70°C no biofreezer. 
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A obtenção dos cortes foi realizada em criostato (Microm®-HS505E), sendo os 
músculos mantidos previamente à temperatura de –26°C por 30 minutos. Após esse tempo, 
foram realizados cortes transversais semi-seriados com 7 µm de espessura, do terço médio nos 
músculos esqueléticos e, de 8 µm de espessura no músculo cardíaco.  
Foram obtidas três lâminas para cada músculo, sendo uma para análise da integridade 
do sarcolema por meio do azul de Evans, e as demais para as técnicas de hematoxilina-eosina  
e de tricrômico de Masson. Para cada músculo, dois cortes aleatórios foram analisados para 
obtenção dos dados quantitativos, no caso do músculo esquelético a análise foi realizada de ambos 
os antímeros. 
  
 
3.5 ANÁLISE BIOQUÍMICA: Determinação da Creatina Cinase no plasma sanguíneo 
 
Para verificar o efeito da DOX sobre a mionecrose foram quantificados os níveis 
plasmáticos da enzima creatina cinase (CK) em ambos os grupos: mdx jovem (n=8) e mdx 
idoso (n=6). O sangue foi coletado por punção cardíaca (0,8 ml) sob anestesia com cloridrato 
de cetamina e cloridrato de xilazina. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 3000 RCF 
(Força centrífuga relativa à aceleração da gravidade), 4°C por 10 minutos. Foi utilizado o kit 
para quantificação de CK (Cinético Crystal, Bioclin).  
As absorbâncias das amostras foram lidas a 25°C utilizando-se espectrofotômetro UV 
(Thermo Electron Corporation Spectrophotometer Genesys 20) com comprimento de onda de 
340 nm e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho óptico. Os valores são expressos em 
Unidade Internacional – (U/L).  
 
 14 
3.6 ANÁLISE  HISTOPATOLÓGICA 
 
3.6.1 Avaliação da integridade do sarcolema: Azul de Evans 
  
O azul de Evans (AE) é um corante impermeável ao sarcolema de fibras musculares 
normais. O corante liga-se a albumina sérica e penetra na fibra muscular quando o sarcolema 
perde sua integridade. Desse modo, a marcação in vivo com este corante evidencia fibras que 
iniciaram o processo de degeneração (Figuras 4, 5 e 6).  
Foi utilizada solução 1% de AE (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) em Tampão 
Fosfato Salina, injetada via intraperitoneal na concentração de 0,1mL de solução para cada 10g de 
peso corporal do animal. (MATSUDA et al., 1995; MATSUMURA et al., 2009). A injeção 
ocorreu 12 horas antes da eutanásia dos animais. Em ambos os grupos foram analisados os 
músculos BB e DIA. Além disso, o músculo TA foi utilizado para análise no grupo jovem, 
enquanto que o músculo COR foi analisado no grupo idoso. 
As lâminas para avaliação da integridade do sarcolema por meio do AE, foram incubadas 
por 15 minutos com acetona à -20°C e montadas em meio para fluorescência DABCO (Sigma®).  
A observação das lâminas foi realizada em microscópio óptico de fluorescência (Nikon 
Express Series, Tokyo, Japão) acoplado a vídeo câmera Hamamatsu (Hamamatsu Photonics, 
Iwata, Shizuoka, Japão) para captura de imagens. No músculo esquelético, a quantificação do 
número de fibras positivas ao AE foi determinada com um contador manual, observadas com 
objetiva de 20X e ocular de 10X. A média dessa quantificação foi expressa como percentual 
do total de fibras contadas em cada secção transversa. No músculo cardíaco, foi realizada  
morfometria das áreas com fibras positivas ao AE, observadas com objetiva e ocular de 10X. 
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A média da área com fibras positivas ao AE foi expressa como percentual da área de secção 
transversa total. 
 
3.6.2 Avaliação da Mionecrose, Inflamação e Regeneração: Hematoxilina & Eosina 
 
Em ambos os grupos foram analisados os músculos BB e DIA. Além disso, o músculo 
TA foi utilizado para análise no grupo jovem, enquanto que o músculo COR foi analisado no 
grupo idoso. 
Os cortes congelados foram inicialmente fixados com solução de Bouin por meia hora 
e em seguida, lavados com etanol durante doze horas. Após esta etapa, as lâminas foram 
lavadas em água corrente por 10 minutos e os cortes corados com hematoxilina de Harris por 7 
minutos em temperatura ambiente, lavadas em água corrente por 10 minutos. Após, novas 
lavagens em água corrente as lâminas foram imersas em solução de eosina por 8 minutos e 
posteriormente o excesso de eosina foi removido em água destilada. Em seguida, os cortes 
foram desidratados em série crescente de etanol, diafanizados com xilol e as lâminas montadas 
com Entellan (Sigma).  
No músculo esquelético, foi quantificado o número total de fibras musculares 
considerando-se, fibras normais, identificadas pela presença de núcleo periférico (NP); e o 
número de fibras com núcleo central (NC - indicativo de regeneração muscular), identificadas 
com tamanho semelhante ao de uma fibra normal (Figuras 4F e 5F). A quantificação do 
número de fibras com NC e NP foi realizada utilizando-se um contador manual, observadas 
com objetiva de 20X e ocular de 10X, contendo retículo quadrilátero de 100 pontos acoplado 
ao microscópio de luz binocular. A média dessa quantificação foi expressa como percentual do 
total de fibras contadas em cada secção transversa.  
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Foram mensuradas as áreas de secção transversa do músculo, de inflamação e de 
regeneração, através de análise morfométrica. A área de regeneração foi mensurada apenas no 
grupo mdx jovem. A classificação das áreas musculares foi realizada seguindo-se critérios 
morfológicos descritos em SPURNEY et al., 2009. A área de inflamação foi caracterizada por 
um grupo intersticial de pequenas células inflamatórias com núcleo basófilo, também descrito 
como infiltrado inflamatório (Figura 4C-D). A área de regeneração foi caracterizada por fibras 
musculares com citoplasma basófilo, núcleo central, aumento aparente da proporção 
núcleo/citoplasma, menor diâmetro quando comparadas a células com NC e NP além, de 
escassa quantidade de infiltrado inflamatório (Figura 4E). A média da área de inflamação e de 
regeneração foi expressa como percentual da área de secção transversa total. Para o músculo 
cardíaco foi mensurada a área de inflamação nos ventrículo direito e esquerdo e, obtido o 
percentual para cada área. 
As lâminas coradas com H&E foram analisadas utilizando-se microscópio Nikon 
Eclipse E-400 com objetiva de 20X no músculo esquelético e 10X no músculo cardíaco, 
acoplado a um computador e vídeo-câmera (Nikon Express Series, Shinagawa, Tokyo, Japão) 
para a captação de imagens. A análise morfométrica foi realizada com software Image Pro-
Express Version 4.  
 
3.6.3 Avaliação da fibrose intersticial: coloração pelo tricrômico de Masson 
 
Para avaliação da área de fibrose intersticial utilizou-se o músculo esquelético (BB e 
DIA) e o músculo cardíaco do grupo idoso (Figuras 5 e 6).  
Os cortes congelados foram inicialmente fixados com solução de Bouin por meia hora 
e em seguida, lavados com etanol durante doze horas. Após esta etapa, as lâminas foram 
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lavadas em água corrente por 10 minutos e os cortes corados com hematoxilina de Harris por 7 
minutos. Após este período, as lâminas foram lavadas em água corrente e imersas em solução 
de Masson por 17 minutos. Em seguida, as lâminas foram banhadas em solução de ácido 
acético a 0,2%, mergulhadas em solução de azofloxina (AFO) por 11 minutos e em solução de 
verde luz (Light Green, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), por 18 minutos. Após esta 
etapa, os cortes foram novamente banhados em ácido acético a 0,2% para serem submetidos à 
desidratação em série de etanol e à diafanização com xilol.  
 Foram mensuradas as áreas de secção transversa do músculo e a de fibrose intersticial, 
através de análise morfométrica. A média da área de fibrose foi expressa como percentual da 
área de secção transversa total. Para o músculo cardíaco foi mensurada a área de fibrose nos 
ventrículo direito e esquerdo e, obtido o percentual para cada área. 
As lâminas coradas com tricrômico de Masson foram analisadas utilizando-se 
microscópio Nikon Eclipse E-400 com objetiva de 20X no músculo esquelético e 10X no 
músculo cardíaco, acoplado a um computador e vídeo-câmera (Nikon Express Series, 
Shinagawa, Tokyo, Japão) para a captação de imagens. A análise morfométrica foi realizada 
com software Image Pro-Express Version 4.  
 
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
  
A análise estatística dos dados foi feita pela aplicação do test-t de Student, com 
significância p≤0,05, entre os grupos experimentais avaliados. Os resultados foram expressos 
como média±desvio padrão. 
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4. RESULTADOS____________________________________________________________ 
 
4.1 ACHADOS CLÍNICOS E MASSA CORPORAL 
  
Durante todo o período de estudo, observou-se que não houve diferença na ingestão de 
ração, na aparência física, no comportamento dos animais na gaiola ou durante seu manuseio, 
e na morbidade ou mortalidade entre os grupos mdx controle e mdx-DOX.  
Para investigar se o tratamento com a DOX afetou o crescimento somático, foi 
comparada a massa corporal dos camundongos mdx obtidos em diferentes períodos de 
tratamento (Gráfico 1). No final de 36 dias a média da massa corporal foi de 17,7±3,1g e 
16,0±0,6g para os grupos mdx-DOX e mdx controle, respectivamente (p>0,1), (Gráfico 1A). 
Ao final de 9 meses de tratamento com a DOX a média da massa corporal foi de 30,2g±1,8g 
para os mdx-DOX e de 29,6±1,9g para os mdx controles (p>0,3), (Gráfico1 B). No grupo mdx 
jovem houve um aumento da massa corporal quando comparado entre a medida inicial no 18° 
dia e na final no 36° dia de vida (p<0,05). No grupo mdx idoso houve uma diminuição da 
massa corporal quando comparada entre a medida inicial aos 8 meses e na final aos 17 meses 
de vida, para os mdx controles (p=0,07) e para os mdx-DOX (p=0,06), (p<0,05; teste t de 
student ).      
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Gráfico 1: Efeito da DOX no crescimento somático de camundongos distróficos. Média ±desvio 
padrão. Em (A) massa corporal (g) nos camundongos mdx jovens, n=9. Em (B) massa corporal (g) nos 
mdx idosos, n=8. Em ambos os grupos *p<0,05; teste t de student. 
 
 
 
 
 20 
4.2  ANÁLISE FUNCIONAL: Força de tração do membro torácico 
 
 No grupo mdx jovem (36 dias) a medida de força muscular iniciada no 18° dia entre os 
mdx controle e mdx-DOX, não houve diferença significativa (p>0,08). A DOX aumentou 
significativamente (17,1%; p=0,01) a força muscular normalizada no final do tratamento, 
quando comparado com os mdx controles de mesma idade (Gráfico 2A).  
No grupo mdx idoso (9 meses) a DOX, impediu a perda da força observada ao longo 
do tempo. Houve uma progressiva melhora da força muscular verificada a partir do 4° mês de 
tratamento com a DOX, com um aumento de 36% na força muscular. No final da terapia com 
a DOX houve um aumento de 58% da força muscular normalizada comparada entre o grupo 
experimental e seu respectivo controle (0,90±0,17g/g em mdx controle vs 1,42±0,20 em    
mdx-DOX; p<0,05), (Gráfico 2B).  
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Gráfico 2: Força de tração do membro torácico normalizada com a massa corporal de camundongos 
distróficos. Média ±desvio padrão. Em (A) camundongos mdx jovens, n=9. Em (B) camundongos mdx 
idosos, n=8. Em ambos os grupos *p<0,05; teste t de student. 
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4.3 ANÁLISE BIOQUÍMICA: Determinação da Creatina Cinase no plasma sanguíneo 
 
Como um indicador total da degeneração muscular, os níveis séricos da enzima 
creatina cinase (CK), foram determinados nos grupos mdx controle e mdx-DOX. O tratamento 
com a DOX nos camundongos jovens resultou em uma diminuição significativa (25%; 
p=0,009) dos níveis de CK no plasma sanguíneo em comparação com os mdx controles 
(Tabela 1). Nos mdx idosos que receberam a DOX por 9 meses, a redução foi de (33%; 
p=0,03) quando comparados ao controle de mesma idade (Tabela 1). Este resultado evidencia 
que a diminuição dos valores de CK nos mdx tratados com a DOX é conseqüência da redução 
da mionecrose observada nos diferentes músculos. 
 
 
 
Tabela 1 - Níveis plasmáticos da enzima Creatina Cinase (U/L) de camundongos distróficos em 
diferentes idades.
 
Grupos 
Idade 
                     mdx                                     mdx-DOX 
36 dias 1292±223 973±242* 
17 meses 1414±119 942±294* 
Média ±desvio padrão; *p<0,05; teste t de student.   
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4.4 ANÁLISE NO MÚSCULO ESQUELÉTICO  
 
4.4.1 Análise Histopatológica e Morfométrica: Estudo em mdx jovens 
 
Os músculos BB, DIA e TA dos grupos mdx controle e mdx-DOX apresentaram fibras 
musculares com diferentes características histológicas. Foram observadas fibras em processo 
de degeneração, fibras com núcleo periférico, fibras em regeneração e fibras completamente 
regeneradas (Figura 4).  
Foram utilizados os níveis plasmáticos de CK e a mensuração de fibras com azul de 
Evans como indicadores complementares da alteração da permeabilidade do sarcolema e 
mionecrose nos camundongos distróficos. As fibras positivas ao AE foram observadas em 
grupos ou isoladas nos músculos BB, DIA e TA de mdx-DOX e de mdx controle. A DOX  
diminuiu significativamente os níveis de CK (Tabela 1) e o AE no DIA (58.2% de redução) e 
no BB (68,2% de diminuição) em comparação com os mdx controle (Tabela 2). No TA 
embora houve uma redução de 49% de fibras marcadas com AE nos mdx-DOX, essa diferença 
não foi significativa. A DOX aumentou significativamente acerca de 10% no BB e de 20% no 
DIA a população de fibras musculares com núcleo periférico, um indicador de fibras que não 
passaram pelo processo de mionecrose. Em ambos os grupos as fibras musculares em processo 
de regeneração não apresentou diferença significativa (Tabela 2).  
A média da área de inflamação foi drasticamente reduzida em todos os músculos do 
grupo mdx-DOX. Em comparação com os mdx controles, houve um decréscimo do percentual  
da área de inflamação de 52,4% no DIA, 62,9% no BB e de 69% no TA observado nos 
camundongos tratados com a DOX (Tabela 2). 
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Figura 4: Características histopatológicas encontradas em músculos de camundongos jovens (36 dias) mdx        
controle (A, C, E,) e tratados com DOX (B, D, F). Em A e B, músculo diafragma com fibras em 
degeneração positivas ao AE (setas); Barra=81 µm. Em C e D, músculo bíceps braquial com área de 
inflamação (*) caracterizada por abundante infiltrado inflamatório com núcleo basófilo; Barra=130 µm. Em 
E, músculo bíceps braquial com área em processo de regeneração, caracterizada por fibras musculares com 
citoplasma basófilo e núcleo central (setas). Em F, músculo tibial anterior com fibras musculares de núcleo 
periférico com formato poligonal e fibras musculares regeneradas com contorno arredondado e núcleo 
centralizado (seta); Barra=100 µm. Aumento 20X (A-D) e 40X (E-F); Coloração H&E (C-F). 
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Tabela 2 -
 
Análise quantitativa
 
 do percentual de fibras  positivas ao azul de Evans (%AE), fibras com 
núcleo periférico (%NP) e com  núcleo central (%NC). Análise morfométrica do percentual da área de 
inflamação (%Infl) e da área de regeneração (%Reg); dos músculos bíceps braquial (BB), diafragma 
(DIA) e tibial anterior (TA) de camundongos distróficos com 36 dias de idade; n=5 em cada grupo.
 
   
 
%AE
 
%NP
 
%NC
 
%Infl
 
%Reg
 
mdx 3,83±2,2 66,7±7,3 29,5±6,6
 
5,37±4,5 0,54±0,5 
BB 
mdx-DOX 1,22±0,5* 80,1±5,9* 19,5±6,1*
 
1,99±0,8* 0,47±0,5 
mdx 2,89±1,2 72,4±8,0 27,5±8,0 5,41±2,1 0,09±0,1 
DIA 
mdx-DOX 1,21±1,1* 82,7±3,2* 17,2±3,2* 2,57±1,4* 0,03±0,0 
mdx 1,37±0,9 53,7±5,8 44,7±6,4 2,91±1,5 0,13±0,1 
TA 
mdx-DOX 0,69±0,6 55,5±5,5 44,4±5,5 0,90±0,8* 0,08±0,0 
Média ± desvio padrão; *p<0,05; teste t de student. 
 
 
 
4.4.2 Análise Histopatológica e Morfométrica: Estudo em mdx idosos 
 
A distrofinopatia apresentada em camundongos mdx idosos é a que mais se aproxima à 
miopatia em pacientes DMD (LEFAUCHEUR et al., 1995). As fibras musculares regeneradas 
são um indicativo da mionecrose ocorrida no músculo de camundongos distróficos (Figura 
5F). Fibras com essa característica foram encontradas predominantemente no DIA (74% de 
fibras com núcleo central) e no BB (77% de fibras com núcleo central) de mdx idosos 
controles (Tabela 3), o qual está em conformidade com PASTORET & SEBILLE, 1995b. Aos 
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17 meses de idades a fibrose intersticial alcançou um percentual de 54% no músculo DIA e de 
12% no músculo BB da área de secção transversa nos mdx controle (Tabela 3). Observa-se 
nessa idade que o músculo diafragma é excessivamente comprometido devido à perda de 
miofibras e posterior substituição por fibrose (Figura 5A-B). A média da área de fibrose foi 
reduzida em 14,6% para o DIA e 52% para o BB (Tabela 3) e (Figura 5C-D). A identificação 
de fibras positivas ao AE  demonstra que a mionecrose ainda está ativa aos 17 meses de idades 
(Figura 5E), embora o percentual encontrado nos diferentes músculos seja pequeno, houve 
diferença significativa entre os grupos mdx-DOX e mdx controle (Tabela 3). Em ambos os 
grupos a área de inflamação não apresentou diferença significativa (Tabela 3). 
 O tratamento em longo prazo com a DOX atenuou a progressão da distrofinopatia em 
ambos os músculos, como indicado por uma redução significativa do percentual de fibras com 
NC, acerca de 12,5% no BB e DIA (p<0,05) em comparação com os mdx controles. Houve 
uma diminuição de fibras positivas ao AE, com concomitante aumento de fibras com núcleo 
periférico (Tabela 3). 
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Figura 5: Características histopatológicas encontradas em músculos de camundongos idosos (17 meses) 
mdx controle (A, C, E,) e tratados com doxiciclina (B, D, F). Em A e B, músculo diafragma com  área de 
fibrose muscular corada em azul pela técnica de tricrômico de Masson. Em C e D, músculo bíceps 
braquial com área de fibrose corada em azul pela técnica de tricrômico de Masson. Em E, músculo 
diafragma com fibras em degeneração positivas ao AE (seta). Em F, músculo bíceps braquial com fibras 
musculares de núcleo periférico com formato poligonal e fibras musculares regeneradas com contorno 
arredondado e núcleo centralizado (seta) corarada com H&E. Aumento 20X; Barra=130 µm.  
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Tabela 3
 - Análise quantitativa do percentual de fibras  positivas ao azul de Evans (%AE), fibras com 
núcleo periférico (%NP) e com núcleo central (%NC). Análise morfométrica do percentual da área de 
fibrose (%) e da área de inflamação (%Infl); dos músculos bíceps braquial (BB), diafragma (DIA) de 
camundongos distróficos com 17 meses de idade. n=5 em cada grupo.
 
 
%AE
 
%NP
 
%NC
 
%Fibrose
 
%Infl
 
mdx 0,55±0,4 22,8±2,1 76,8±1,8
 
12,1±3,2 0,29±0,05 
BB 
mdx-DOX 0,13±0,1* 32,8±2,3* 67,1±2,3*
 
5,8±1,9* 0,06±0,09 
mdx 0,37±0,07 25,6±8,0 74,2±4,1 54,6±5,5 0,18±0,2 
DIA 
mdx-DOX 0,11±0,1* 35,7±2,4* 64,1±2,1* 46,6±5,6* 0,08±0,09 
Média ± desvio padrão; *p<0,05; teste t de student. 
 
 
 
 
 
4.5 ANÁLISE NO MÚSCULO CARDÍACO: Análise histopatológica e morfométrica 
 
A área de inflamação e focos de degeneração foram observadas ao longo dos 
ventrículos direito e esquerdo e no septo interventricular. Após 9 meses de administração da 
DOX, o percentual da  área de inflamação (Gráfico 3A) diminuiu em 67,2% em relação à área 
total do coração, com semelhante redução nos ventrículos esquerdo (71,3%) e direito (64,8%), 
em comparação com os mdx controle (Figura 6C-D). A área dos cardiomiócitos com alteração 
da permeabilidade evidenciada pelo AE diminuiu em 50% (p≤0,05) nos mdx-DOX em relação 
à área total do coração quando comparado aos mdx controles (Figura 6E-F). A redução da área 
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positiva ao AE também foi observada nos ventrículo direito (p=0,1) e no esquerdo (p=0,07) 
em comparação aos camundongos não tratados (Tabela 4).    
Através da coloração de tricômico de Masson mostraram-se evidentes áreas de fibrose 
distribuídas amplamente nos ventrículos e no septo interventricular de camundongos mdx 
idosos com 17 meses de idade (Figura 6A-B). A terapia com a DOX levou a uma redução 
significativa da fibrose miocárdica acerca de 44% (p<0,05) nos ventrículos direito e esquerdo 
e em relação à área total do coração, em comparação com os mdx controles (Gráfico 3B). 
 
 
 
Tabela 4 - Análise morfométrica da área (%) dos cardiomiócitos com alteração na permeabilidade do 
sarcolema positivos ao AE, de camundongos distróficos com 17 meses de idade. n=5 em cada grupo.
 
 
%TOTAL
 
%VD
 
%VE
 
mdx 0,12±0,22 0,009±0,02 0,24±0,29
 
COR 
mdx-DOX 0,06±0,13* 0,001±0,002 0,13±0,18
 
Média ± desvio padrão; *p<0,05; teste t de student. 
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Gráfico 3: Análise morfométrica do percentual da área de inflamação em (A) e de fibrose em (B) do 
músculo cardíaco de camundongos distróficos com 17 meses de idade. Média ± desvio padrão; *p<0,05; 
teste t de student. n=5 em cada grupo. 
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Figura 6: Características histopatológicas encontradas no músculo cardíaco de camundongos 
distróficos com 17 meses. Em (A, C, E) mdx controle. Em (B, D, F) mdx tratados com doxiciclina. Em 
A e B, área de fibrose intersticial corada em azul pela técnica de tricrômico de Masson. Em C e D,  
área de inflamação (*) corada com H&E. Em E e F, cardiomiócitos em degeneração positivos ao AE 
(seta). Aumento 10X; Barra=100 µm.  
 32 
5. DISCUSSÃO______________________________________________________________       
 
5.1 A DOX PROTEGEU CONTRA O INÍCIO DA MIONECROSE      
 
No camundongo mdx, o início da mionecrose ocorre por volta dos 21 dias de vida nos 
músculos dos membros e no diafragma (PASTORET & SEBILLE, 1995a; PORTER et al., 
2003) e a inflamação parece exacerbar a mionecrose após lesão muscular em pacientes DMD e 
no camundongo mdx (GOROSPE et al., 1994; GUSSONI et al., 1994 TIDBALL, 2005). Neste 
estudo, foi realizado o tratamento com a DOX antes do início dos ciclos de 
degeneração/regeneração muscular, desde o 1º dia pós-natal até o 36º dia de vida. Os 
resultados mostram que, a DOX foi eficaz em proteger contra o início da mionecrose, como 
demonstrado pelo aumento da população de fibras com núcleo periférico, um indicativo de 
fibras não degeneradas. Possivelmente, esse efeito está relacionado à capacidade da DOX em 
quelar os íons cálcio (SANCHEZ et al., 2004; SORSA, et al., 2006) ou por inibir as proteases 
cálcio-dependentes (GRIFFIN et al, 2010), as quais são ativadas pelo excesso de cálcio e estão 
envolvidas na mionecrose tanto em pacientes DMD quanto no camundongo mdx (TURNER et 
al., 1991; MALLOUK et al., 2000; ROBERT et al., 2001). Além disso, o tratamento precoce 
com a DOX reduziu a inflamação nos músculos TA, DIA e BB, com concomitante aumento 
da força muscular do membro torácico. Sendo que o processo inflamatório colabora com a 
evolução da mionecrose, é possível que a DOX também tenha atuado através de sua ação 
antiinflamatória. Em geral, estes achados sugerem que a terapia em curto prazo com a DOX é 
capaz de prevenir o início precoce da mionecrose no músculo distrófico de camundongos mdx. 
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5.2 A DOX AMENIZOU A PROGRESSÃO DA DISTROFINOPATIA 
  
 
O diagnóstico da DMD geralmente é realizado entre dois e cinco anos de idade, 
quando uma quantidade significativa de necrose e fibrose estão presentes, pelo menos nos 
músculos dos membros (ENGEL et al., 1994). Dessa forma, com propósitos clínicos, uma  
questão relevante é se a DOX poderia retardar a progressão da distrofinopatia uma vez que a 
necrose já esteja estabelecida. Para responder essa questão, procedeu-se o tratamento em longo 
prazo (9 meses) com a DOX em camundongos mdx idosos, com idade inicial de 8 meses. No 
mdx jovem, ao contrário da DMD, existe uma marcante capacidade regenerativa e alterações 
funcionais são encontradas principalmente em camundongos senis (COULTON et al., 1988; 
MUNTONI et al., 1993; DE LUCA et al., 2003). 
Observamos que o fenótipo distrófico melhorou consideravelmente com a terapia em 
longo prazo com DOX. Conforme comprovado, a DOX impediu o declínio da força muscular 
do membro torácico ao longo do tempo. A histopatologia do diafragma em mdx, que mais se 
assemelha à observada em pacientes DMD (STEDMAN et al., 1991), foi significativamente 
melhorada pelo tratamento com a DOX.  
A fibrose do diafragma resulta em insuficiência respiratória que por sua vez contribui 
para a mortalidade de 75% pacientes com DMD (EAGLE et al., 2002). A inflamação 
desempenha importante papel na evolução da distrofinopatia no mdx e na DMD (GOROSPE 
et al., 1994; GUSSONI et al., 1994; VILLALTA et al., 2008). O efeito inibitório da DOX 
sobre as células inflamatórias (JANTZIE et al., 2005; GIRGENRATH et al., 2009) pode 
explicar a observação, de que a terapia em longo prazo com a DOX foi eficaz para atenuar a 
progressão da doença incluindo o músculo diafragma, o mais comprometido no camundongo 
mdx.  
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5.3 A DOX DIMINUIU A INFLAMAÇÃO E FIBROSE NO CORAÇÃO DISTRÓFICO 
 
  
Os corticóides são considerados padrão-ouro para o tratamento da fraqueza muscular 
na DMD (KHAN, 1993; BUSHBY et al., 2004), mas a incerteza de seus efeitos 
cardioprotetores tem levado à descontinuidade do tratamento quando se inicia a perda da 
deambulação em garotos (BIGGAR et al., 2002; WAGNER et al., 2007). A maioria das 
estratégias terapêuticas promissora para a DMD tem como principal alvo a distrofia no 
músculo esquelético. Essas estratégias têm freqüentemente pouca ou nenhuma capacidade de 
compensar ausência da distrofina no músculo cardíaco (TOWNSEND et al., 2008; VITIELLO 
et al., 2008; TOWNSEND et al., 2009). No presente estudo, mostramos que a DOX também 
tem efeito positivo no músculo cardíaco. A progressão da fibrose miocárdica foi retardada 
pelo tratamento em longo prazo com a DOX; um achado importante, considerando que a 
fibrose miocárdica contribui diretamente entre 20% a 30% de todo óbito em pacientes com 
DMD (NIGRO et al., 1990). Possivelmente, a inibição das metaloproteinases da matriz pela 
ação reguladora da DOX (GOLUB et al., 1987; FUJITA et al., 2006; LEE et al., 2009; 
GRIFFIN et al., 2010) pode ajudar a explicar os resultados encontrados neste estudo, uma vez 
que as MMPs estão associadas ao desenvolvimento da fibrose miocárdica (VILLARREAL et 
al., 2003 HUEBNER et al., 2008). A MMP-9 é uma das mais importantes mediadoras da 
inflamação e está relacionada ao remodelamento da matriz extracelular levando à fibrose 
miocárdica (DUCHARME et. al., 2000; LIM et. al., 2006). A MMP-9 também está envolvida 
no processamento proteolítico de muitas citocina pró-inflamatórias incluindo a liberação local 
e ativação do fator de crescimento transformador beta (transforming growth factor beta; TGF-
β) (YU & STAMENKOVIC, 2000; PAGE-MCCAW et al., 2007), o principal mediador da 
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fibrose nas distrofinopatias (BERNASCONI et al., 1995). De um modo geral, os resultados 
encontrados no presente estudo sugerem que o tratamento de longo tempo com a DOX poderia 
ter um efeito anti-fibrótico nas nossas condições experimentais. 
 
 
5.4 IMPLICAÇÕES CLÍNICAS 
 
Os corticóides são um grupo de fármacos utilizados atualmente para a DMD, 
principalmente porque tem como alvo o aspecto inflamatório da distrofia. A DOX, dadas as 
suas propriedades pleiotrópicas, pode afetar vários mecanismos do músculo distrófico. A 
DOX é aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) e seus ensaios clínicos em 
andamento têm demonstrado que é um antibiótico bem tolerado em tratamento crônico, para 
estabilizar aneurisma abdominal em adultos (DING et al., 2005) ou prevenir síndromes 
coronarianas agudas em dosagem subantimicrobial (KARDARA et al., 2006). A dose usada 
nesse estudo é de 10 a 15 vezes maior do que o equivalente alométrico em humanos (DAVIES 
et al., 2005; ERRAMI et al., 2008). Esta dose foi escolhida porque se mostrou eficaz para 
reduzir a patogênese no modelo animal para o tipo da distrofia muscular oculofaríngea 
(DAVIES et al., 2005; DAVIES et al., 2006) e assegurar que os efeitos observados seriam 
reproduzíveis. A DOX em dose subantimicrobial pode ser um candidato apropriado para a 
terapia da DMD. 
 A maioria dos estudos experimentais que avalia os efeitos dos fármacos no 
camundongo mdx concentra-se apena no início precoce da mionecrose (DE LUCA et al., 
2003; GROUNDS & TORRISI 2004; MATSUMURA et al., 2009; MARQUES et al., 2008). 
Um ponto importante do presente estudo está no fato de examinarmos o efeito da DOX em 
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camundongos que alcançaram 17 meses de idade. Dado que a média de vida dos camundongos 
mdx é de 22 meses (CHAMBERLAIN et al., 2007), os 17 meses estudados aqui representam 
aproximadamente 85% de sua vida. A principal limitação deste estudo está intrinsecamente 
associada ao modelo animal. Mesmo quando os parâmetros distróficos são acentuadamente 
melhorados nos mdx, transpor os benefícios observados no modelo animal para o tratamento 
clínico em pacientes DMD requer cautela e novos estudos serão necessários.  
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6. CONCLUSÃO_____________________________________________________________ 
 
A DOX protegeu o início da mionecrose e a progressão da distrofinopatia em 
camundongos mdx, diminuiu a inflamação e a fibrose no músculo distrófico esquelético e 
cardíaco, além de melhorar a força muscular. Dado a segurança e a compatibilidade da DOX, 
o presente estudo abre novas perspectivas para a experimentação clínica potencialmente útil 
no tratamento da DMD.   
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